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提 要 ‘ 

以纯化浓缩的 HN一7株牛轮状病毒 (牛RV，从河南腹泻犊黄牛娄样中分离 )作为 免 

疫原 ，免痤 Balb／c小 鼠，取其 脾细胞 与同系小 鼠骨髓瘤细胞 SP 2／0融合 ，经克隆化筛选 

出2株 (2C 7和 3C。)具群特异性的单克隆杂交瘤细胞株。2c 与 3C 9的小鼠腹水单克 隆 

抗体 (MeAb) 与 牛 HN一7、BRV007、BRV014厦 NCDV，猪 NaB6，猴 SA一11和 人 wa 

株 RV细胞培养物 的间接 ELISA反应效债 均这 i ：l0 ，但它们的 HI和 NT滴 度 分 别≤  

1：8和≤ l：1O0。MeAb的 Ig娄剐张 Ig0亚类 捡 洲结果 2c 7为 IgG1，3C 9为 IgG2bo分 

别用 3C 9 MoAb和多壳陲抗血清 (PeAb)包被徽量反应板进行粪样中RV抗原检测，共检 

测犊黄牛腹污粪样36份 、婴 曲儿腹污粪样4O份，McAb和 PeAb两 系统检铡结屎 的符合率 

分别达到97．2嘶 (s5／36)和 i00舾 (40／40)。 

关藿 谕： 轮捷病 毒 单克隆 抗体 群 特异性 

轮状病毒病是一种重要的 { 连病! 十年代以来，我国医务和兽医工作者 
日益重视该病的研究，在 RV的分离培养、检测诊断等方面取得 了长足的进步，但有关 

RV单克隆抗体的研制 ， 迄今尚未见正式文献。本研究用从国内分离的牛 RV作为免疫 

原，获得了 2株能稳定分泌具群特异性单克隆抗体的杂交瘤细胞株，现报道如下。 

材 料 与 方 法 

一

、 扁毒 

牛RV HN一7、BRV007~BRV014以厦猪NaB6墙 由江苏省农科浣畜牧兽 医所从腹泻牛、猪粪样 

中分离fl一̈ 。牛NCDV(中国兽药监察所赠 )、猴 sA一儿 厦人 Wa株 (浙 江医科大学赠 )分 别为 

牛、猴、人 RV国际参考 毒转。 

二、卉毒 的增殖与纯 化 

拄 GaulI 4 J的方法增殖病毒。牛RV HN-7培养物与等量 胰蛋白酶 (100flpg／ml，Difeo)混合 

作用后，接 种 MA一104细胞，待产生 7s晒以上 CpE耐收获。 反复冻融三冀。 6000r／=,离 心 6O 

分钟，除去细胞碎片。 上清再经 ~DO00r／m， 离心90分钟。沉淀物用少许 (舜禳的 i／2O)PBs稀 
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释，作为免 疫原。 

三 小 鼠的免疫和细胞融合 

纯化的病毒 (100{~g／m1)与等量福氏完全佐 剂混匀充分 乳化，腹腔注射 Balh／e雌性小 鼠，每 

只0．2mlo首免后 2星期，腹注纯化毒0．1ml(100gg／m1)，再隔 4星期 ，行第三次免疫 ，腹注与 

第二 次等量 的纯化毒。 4天 后，取免疫小 鼠脾细胞与SP 2／o细胞 (10：1)融合。l0一l4天 ，待克 

隆板小孔中克喹基本长满 后，取上清检测。阳佳克隆扩大培养并作 有 限 稀 释。亚 克 隆 两 次 以 

上 。 

四、腹水型 McAb的翩备 

杂交瘤细胞 l～2×l0 0，接种预注^0．2ml石 蜡油的 Balh／C小鼠腹腔。 7--10天，收集其腹 

水，进行检测和鉴定。 ， 

五、间接 ELISA筛选阳性克隆和测定腹水 

微量反应板用 l：2000稀 释的 兔 牛 RV IgG(自备 )包被 ，l0嘶 小牛血清封 闭后，加^ RV 

感染的 MA一104纽 胞培养物，并同时于第二排设未接毒的正常 MA-104细胞对照。加待 铡样品 (克 

隆上清或 适当稀 释的腹水 )， 再加酶标羊扩 鼠 (工作浓度 1：1000， 自备 )，TMB-H：O 2显 色， 

用 2mol／L H2SO 4终止反应。 于 DG一Ⅲ型酶联免疫检测仪上谢 OD 4 5 o，比较各样品加病毒孔 与正 

常细胞孔 的 OD值，比值≥ 3的样品判为 阳性。 

六、血凝抑制 (HI)试验 ． 

参照何家 惠一6】的方法在 V型微量血凝板上进行。待检腹术 或克隆上清经倍比稀释后，加 4个 

血凝单位的病毒拄原。 

七 、中和试验 (NT) 

按 Sato氏l e】法，在微量细胞扳上 进行致细胞 病变中和试 验。以能完全抑 细胞病变的样 品最 

高稀释度为其抑翩价。 

八、 Mĉ b类别的检测 

收集杂交瘤细胞的无血清培养液，用PEG6000灌缩20倍，与羊抗Balb／e鼠IgM~H IgG亚 类杭血 

清进行琼脂糖双扩散试验。 

九、 夹心ELISA检测 RV抗厢 

分别用兔抗 RV IgG(PeAb)和纯化的 MoAb 3C9包被微量反应板，加 ^待检粪便样 品，再 

加酶标兔 抗 RV IgG，用 TMB—H 2O 2显 色后，加 2mol／L H2s0‘终止反应。 

结 果 

一

、 MeAh的制备 

免疫小鼠的血清经反向间接血凝抑制 (RIHI)试验 检测效价为 1 ：640--1280。 

取该小鼠脾细胞与 SP 2／0骨髓瘤细胞融合。37℃，7 CO 孵箱培养。杂交癌 生 长 孔 

率为97．9 ，经间接 ELISA法筛选，RV抗体阳性率为 8．5 (共40株 )。通过有限稀 

释克隆化后获得 2株 (2C7和3c9)RV反应阳性的单克睦杂交瘤细胞株。其中 2C7克隆 

化 2次，3C9克隆化 3敬，最终的克隆孔阳性率均达 1O0 。制备 2株杂交寝细胞的小 

鼠腹水。 

二、2C7和3C9MoAlo对 RV不同毒栋的反应 

用4株牛、 1株猪、1株 猴和 1株人源 RV分 别 与 2C7和 3C9 McAb进 行 间接 
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裹 1 2C，私 3c，MeAb对 RV不同毒辣的反应 

T-ble 1 Yiters of 2C 7 and 3C9 MeAbs to different 9t r n日 or 

RV by HIJ NT Bnd indi re ct ELISA 

ELISA、HI和 NT，结果见表 1。2C7和3c9 MeAb均无明显的血凝抑制作用，中和抑制 

作用亦比较弱。但两株 MeAb与上述属于不同血清型 (1、 3、 6型 )、不同亚群(I、 

Ⅱ亚群 )而同属 A群 (组 )的 7株 RV的间接 ELISA反应效价均≥ 1 t 1×10 。 

三，MeAb的 Ig类别及 IgG亚类鉴定 

用羊抗鼠 IgM和 IgG亚类的抗血清进行琼脂双扩散，证 明 2C7和 3C9分别属于小 

鼠 IgG J和 IgG2b亚类。 

四、McAh～ELISA检测 RV抗原 

用 3C9 MeAb和 PeAb分别包被微量反应板进行 ELISA检测粪样中RV抗原，共检 

测犊黄牛腹泻36份粪样，婴幼儿腹泻粪样40份。结果36份牛粪样中有一份 MeAb_ELISA 

襄 2 MeAb—ELISA和 PeAb—ELISA检潮结果的比较 

r^hie 2 Re sult of RV detection by bieAb—ELISA BⅡd PeAb—ELISA 
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表现为阴性的样品在 PcAb—ELISA中为阳性，其它 35份以及所有人粪样的检测结果两 

系统完全一致，详见表 2。两者的符合率分别达97．2 和l00 。 

讨 论 

RV抗原组分比较复杂，结构蛋白主要有 VP。、VPB和 VP，[8]。其中 VP。为外衣壳 

血凝素抗原 ，并决定病毒对感染宿主范围的限制⋯ ，VP，是决定血清型和主要 中 和 

特异性的外衣壳蛋白，为产生中和抗体的主要抗原⋯ ，面 VP 则是 RV内衣壳的主 要 

结构蛋白，它决定 RV的群 (group)和亚群 (subgroup)特异性⋯ 。本 研究所获得 的 

2C7和3C9 McAb对分别 属于 第 1亚群 (4株牛 RV，猪 Na86及猴 SA-11)和第 Ⅱ亚 

群 (人 Wa)的 7株 A群 RV的血凝抑制作用和中和作用都非常弱，但两株 McAb与所 

有 RV株 的间接 ELISA反应效价均达到 1 t 10 或 以上，表明 2C7和 3C9 McAb都是 

针对 RV共 同群抗原 (即 VP。)的。 

用 3C9 McAb代替 PcAb进行 ELISA检测牛、 人腹泻粪样中的 RV抗原， 结果用 

McAb和 PcAb的符合率分别达到97．2 (3~／39)和100 (40／40)，显示了 良好 的 

应用前景。 

RV群特异性 McAb研制成功为我国 RV的抗原组分及血清分型的研究提供了 有 效 

的手段。但针对 VP (决定血清型和中和作用 )、VP (血凝素 )及亚群特异性抗原 的 

McAb尚有待进一步研究。 
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Two monoclonal antibodl es(McAh， 2C7 and 3C9)were obtained by fusion 

0f sP 2／0 myeloma cells with spleen cells from Balb／c mice immunized with 

rotavl ruS(RV)of HN．7 strain isolated from diarrheal ca1f in Henan Province． 

All the tWO M oA bs reacted with the comm oB group antigen Of A —group RV。 

because the tlters of two ascite M cAbs were up to l l 10 or above by indirect 

ELISA with RV of Bovine HN一7， BRV007， BRV014 and NCDV，Porcine Na86， 

SImian SA一11 and HumBn Wa strain． but were≤ l l 8 and≤ 1 l l00 respecti— 

rely by HI and NT．According tO double diffusion test of agar， 2C7 MeAb was 

identified as mouse IgG1 subclass and 3C9 was IgG2b subclass． The correspon— 

dent rates of ELISA with 3C9 M cAb and PcAb detecting RV antigen in fecal 

samp1 e of diarrheal calves and babies were 97．2 (35／36)and 100％(40／40)． 

K ey w ordsl Ro4avirus Monoclonal antibody Group specificity 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

